


























such as  the  carotenoid astaxanthin and peptides, which have well‐recognized beneficial  effects. 




























































fish processing value  chains  to develop high‐value bio‐based marine products with  a 
reduced  environmental  footprint and  to  contribute  to  the United Nations’ Sustainable 
Developmental Goals. 
Among the wide range of marine bioactive compounds, antioxidant carotenoids are 
a  large group of organic and  lipophilic pigments, known  for  their biological activities, 
which are produced by plants, algae, various bacteria, and fungi, and are present in huge 
amounts  in  crustacean  wastes  [1,3–5].  Several  studies  have  been  conducted  on  the 
beneficial effects of carotenoids in the prevention and management of a large number of 
diseases,  including  cancer,  cardiovascular diseases, diabetes,  osteoporosis,  ophthalmic 




xanthophylls, derived  from  the oxidation of  β‐carotene. Due  to  its peculiar molecular 
structure,  it  has  antioxidant,  anti‐tumor,  anti‐inflammatory,  anti‐diabetic, 






In particular,  it has been  suggested  that  carotenoids prevent, delay, and  improve 
retinopathy in diabetes [5]. Baccouche et al. [14] studied the effect of AST, extracted from 
shrimp waste, on adult  retinal  cells of  the  type‐2 diabetic model Psammomys  obesus  in 
hyperglycemic  conditions.  Their  results  revealed  that  AST  decreased  cell  apoptosis, 
improved mitochondrial function, and improved neurons and the viability of glial cells. 






that  reduce  energy  consumption,  allow  the use of  alternative  solvents  and  renewable 
natural products, and ensure a safe and high‐quality extract/product [17,18]. 
It  has  been  reported  that  carotenoids  can  be  extracted  from  shrimp waste  using 




cost of  concentrated AST  [16,19–21]. The use of  fish oil,  in addition  to  the advantages 




The  “green  extraction”  of AST  could  also  be  performed  using  supercritical CO2 
extraction [9,11,16,25,26], which is characterized by high solvent power and selectivity of 
extraction  combined  with  non‐toxicity  [9,27,28];  additionally,  it  is  a  non‐flammable 
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active  peptides  with  a  considerable  potential  in  pharmacology  and  nutraceutic 
applications and therapies [13,31–34]. The activities reported in the literature for bioactive 
peptides  are  very  diverse,  ranging  from  antioxidant  power  to  the  measurement  of 
angiotensin‐converting  enzyme  inhibition  activity  (ACE‐IA),  which  is  related  to  the 
conversion of angiotensin I into angiotensin II (with beneficial side effects on the control 
of  the  hypertension),  as well  as  anti‐coagulant  activity  and  the  regulation  of  calcium 
absorption and immune responses [31,34,35]. 
Parapenaeus  longirostris  is  one  of  the most  important  commercial  shrimp  species, 
distributed and processed  throughout  the Mediterranean  [29], generating a  significant 
amounts  of  by‐products  (BP),  that  could  represent  an  important  source  of AST  and 
bioactive peptides, useful for nutraceuticals and pharmaceuticals application. 
The aim of the present study was to define a pilot protocol for the green extraction of 
AST and bioactive peptides  from P.  longirostris BP, demonstrating  their bioactivity,  in 
order  to reach  the zero waste goal, by addressing  this  important biological resource to 
other applications, avoiding its waste. 





tested  in  vitro  for  antioxidant  capacity  and ACE‐IA.  The  definition  of  the  pilot  scale 
protocol for the extraction of AST and PH, together with the assessment of its bioactive 





The  proximate  composition  of  BP  (exoskeleton  including  cephalothorax  and 
abdominal parts), reported  in Table 1,  fall within  the  ranges reported  in  the  literature, 







































































Sodium  dodecyl  sulphate  poly‐acrilamide‐electrophoresis  (SDS‐PAGE)  of  PH, 
obtained with Protamex®, showed, in accordance to DH variation, a progressive reduction 
of the relative molecular mass of proteins, obtained at the different reaction times. 
In Figure 2, a decreasing  intensity of  the bands  from T5  to T30  can be observed, 
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Figure  4  shows  that  lower‐molecular‐weight  Pep  have  higher  IA  than  PH,  in 
accordance with Krichen et al.’s results [48], which indicated a higher activity in peptide 








by SPD  (PUFAE), and exhausted  fatty acid ethyl esters  (EFA)  from WBP and DBP, at 
different  extraction  ratios  (ER:  0.5,  1.0,  and  2.0  solvent  volume/waste  weight).  The 
obtained yields were always higher when increasing the extraction ratio, for both WBP 
and DBP, reaching the highest values with the 2.0 ratio. 
















































TFA  86.14 ± 1.88 f  47.81 ± 3.16 d  * 
PUFAE  31.78 ± 4.19 a  31.89 ± 1.18 b  ‐ 




TFA  105.23 ± 3.15 h  58.41 ± 2.88 f  * 
PUFAE  38.83 ± 6.81 b  38.96 ± 5.54 c  ‐ 




TFA  160.06 ± 8.91 l  88.85 ± 7.34 h  * 
PUFAE  59.06 ± 4.06 d  59.26 ± 3.78 f, g  ‐ 








90  °C  for  30  min.  However,  temperatures  above  70  °C  and  times  above  150  min 
significantly reduced AST yields in P. indicus [19]. As carotenoids are degraded at higher 
temperature,  Sachindra  and Mahendrakar  [19]  suggest  to  use  lower  temperature  for 
longer  time  to  optimize  extraction  yield  of  carotenoids  from  shrimp  by‐product  [19]. 
Parjikolaei  et  al.  [20]  also  found  better  extraction  efficiencies  in  Pandalus  borealis  by‐
products by applying a temperature of 70 °C, also considering a shorter extraction time. 
The obtained results are in agreement to Parjikolaei et al. [20] that using ME from 
vegetable  oil,  reported  a  significantly  higher  extraction  efficiency  for  a  wet  matrix 
compared to a freeze‐dried matrix, as freeze‐drying leads, to some extent, to the collapse 
of the solid structure of biological materials [50]. This probably makes the internal freeze‐






yields  obtained  utilizing  CVO  as  solvent,  in  accordance with  the  results  showed  by 
Parjikolaei et al. [20] in P. borealis by‐products. 

















improve yield,  solubility,  and  extraction  efficiency  [9,16,25]  [9,16,25]. Although SFE  is 












4.5  times  compared  to  the  initial  concentration  (Figure  5a). However, maximum AST 
concentrations were lower than those reported by Parjikolaei et al. [16,21], who obtained 
an  increase  from  3.04  to  155  ppm with  an  evaporation  temperature  of  140  °C  and  a 
pressure of 1000 Pa. A significant decrease at evaporation temperatures above 160 °C was 
reported  by  Batistella  et  al.  [52].  This  result was  attributed  to  a  degradation  of  the 
molecule, as an increase in carotenoid decomposition was obtained at temperatures from 
150 to 170 °C [52]. 
To obtain a  further  concentration of AST, at  the  evaporation  temperature 160  °C, 
three steps were repeated each time, recycling the previously enriched heavy fraction. The 
first  two steps  (R1 and R2) showed a significant AST enrichment present  in  the heavy 
phase, of up  to 114.80 ± 1.23 μg/mL. The  third step  (R3) showed a significant decrease 













































































The  cell viability  showed  a dose‐dependent  trend  at  concentrations of  25  and  50 
μg/mL, and then decreased again at 75 μg/mL. Viability was higher at the concentration 
of 50 μg/mL. 





hydrogen donors  and  thus  convert  free  radicals  into more  stable products.  In  fact,  as 
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Enzymatic  hydrolysis  was  performed  on WBP  and  DBP  in  two  replicates.  The 









by  5  N  NaOH  [13,43].  The  degree  of  hydrolysis  (DH%)  was  determined  by  direct 
evaluation, as described by Adler‐Nissen [61]. 
















Extraction  mixtures,  obtained  after  hydrolysis  reaction,  containing  an  apolar 
component (AST) and a polar component (protein hydrolysates) were filtered through a 
125 μm sieve and centrifuged using a continuous high speed tubular centrifuge (CEPA, 










for  protein  quantification.  The  concentration  of  total  proteins  in  all  samples  was 
















fractionated  and  concentrated  according  to  molecular  weight  by  ultrafiltration  on 






The  lyophilized  hydrolyzed  peptides  were  reconstituted  in  distilled  water  at  a 










Scavenging activity %  1 Absorbance sample/Absorbance control 100  (1)
3.5.4. ACE Inhibition Assay 









under  vacuum  conditions  for  2  h  [70].  The  obtained  hippuric  acid was  dissolved  in 
distilled water and the absorbance was measured at 228 nm with a spectrophotometer. 
ACE inhibitory activity was calculated according to Formula (2): 





















The  ethyl  ester mixture  was  loaded  into  the  feed  vessel  by  a  peristaltic  pump 



















SFE)  and  enriched  fractions  (obtained  from  both  WBP  and  DBP  samples),  after 
appropriate dilution,  the  samples were determined  spectrophotometrically  at  486  nm 
applying  Equation  (3)  by  Sachindra  and  Mahendrakar  [19]  for  vegetable  oils  but 
considering the molar extinction coefficient  𝐸 %   (2043) calculated by Chen and Myers 
[72] for fish oil. 
Carotenoid as AST μg g BP⁄
𝐴 𝑉 𝐷 10
100 𝐸 % 𝑊
  (3)
where A is the absorbance at 486 nm, V is the volume of pigmented oil recovered, D is the 





















(50  μM)  (Carlo  Erba  reagents, Milano,  Italy),  according  to  a  previously  standardized 
protocol [11,66,68,73–76]. The viability was measured using the 3‐(4,5‐dimethyl‐2‐yl)‐2,5‐































This  study  demonstrated  that  different  AST  extracts  have  cytoprotective  and 
antioxidant  effects  in  vitro.  Obtained  results  attest  to  their  possible  application  in 
pharmaceutics and nutraceutics. 








Bioactive peptides obtained after enzymatic  reaction and ultrafiltration  show  that 
Peps  reveal  an  increased  scavenger  activity  and  shows  inhibitory  effects  on  ACE 
compared to PH. 
In  addition,  “green” methods,  used  instead  of  traditional methods  that  employ 
chemical solvents, make it possible to obtain high‐quality bioactive compounds from large 
volumes of BP, for application in the pharmaceutical and nutraceutical sectors. 
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